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Tato práce se zabývá prostupem látek ze skupiny nesteroidních antiflogistik přes 
biologickou membránu v kombinaci s použitím hyaluronanu. Hyaluronová kyselina 
(HYA) je lineární polysacharid složený z disacharidových jednotek N-acetyl-D-
glukosaminu a glukuronové kyseliny. Běžně se vyskytuje ve většině tělních tekutin 
a tkáních, proto existuje předpoklad, že by mohl ovlivňovat prostup látek přes kůži. 
Byly připraveny standardy antiflogistik ve směsi s hyaluronanem o různé koncentraci 
a následně byl měřen prostup těchto látek kůží. Standardy byly aplikovány na kůži 










This work deals with the transmittance of a family of non-steroidal anti-inflammatory 
drugs across biological membranes in combination with the use of hyaluronan. 
Hyaluronic acid (hyaluronan, HYA) is a linear polysaccharide formed from disacharide 
units containing N-acetyl-D-glucosamine and glucuronic acid. HYA is present in almost 
all biological fluids and tissues, so there is an assumption that could affect the 
penetration of substances through the skin. Standards were prepared by anti-
inflammatory drugs in admixture with various concentrations hyaluronan and 
subsequently measured transmittance of such substances through the skin. Standards 
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Nejběžnější způsob podání léčiv perorální cestou v sobě skrývá některá úskalí, k nimž 
patří například nestandardnost vstřebávání léčiv z trávicího traktu způsobená jeho 
proměnlivou momentální náplní, projevy dráždění sliznic trávicího traktu léčivem, nebo 
změnami trávicího traktu v důsledku probíhajícího patologického procesu. Nejen 
z tohoto důvodu transdermální podání léčiv významně rozšiřuje možnosti terapie 
nejrůznějších chorob. 
Podávání léčiv transdermálně získává stále větší pozornost a stává se stále 
oblíbenější především při léčbě topické bolesti a zánětů. Kůže je však pozoruhodná 
a účinná bariéra, která je vytvořená za účelem oddělení vnitřního prostředí organismu 
od vnějšího prostředí. Z těchto důvodů je obecně velmi obtížné dostat léčivo přes kůži 
uspokojivou rychlostí a v dostatečném množství. Jednou z možností, jak tyto bariérové 
funkce kůže překonat, je použití chemických urychlovačů transdermální penetrace 
(tzv. enhancery) [1]. 
Hyaluronan je látka tělu vlastní, a jakožto nedílná součást mezibuněčné hmoty 
může ovlivňovat prostup látek přes kůži a mít tedy vlastnosti enhanceru. Je v těle 
zastoupen v tělních tekutinách a ve většině tkání jako například v extracelulární matrix, 
chrupavce a synoviální tekutině kloubů. 
Důkazem toho, že výzkum v oblasti akcelerantů transdermální penetrace je velmi 
perspektivním je i fakt, že přední světové farmaceutické firmy na něj vynakládají 
značné finanční prostředky. Do praxe se postupně zavádí čím dál více léčivých 
přípravků obsahujících tento typ pomocných látek [2]. 
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2. CÍL PRÁCE 
Cílem práce bylo prozkoumat a vyhodnotit možný vliv hyaluronanu při prostupu léčiv 
ze skupiny nesteroidních antiflogistik přes biologickou bariéru in vitro za použití 
Franzových cel. 
Studovanými léčivy byla sodná sůl diklofenaku (diclofenacum natricum) 
a ibuprofen (ibuprofenum). Jako modelová membrána byla použita prasečí kůže (Sus 
scrofa f. domestica) z vnější části ucha. Při vypracovávání diplomové práce jsem využil 
spolupráce mezi Fakultou chemickou VUT Brno a Farmaceutickou fakultou VFU Brno. 
Na počátku experimentu byly připraveny vzorky o různé koncentraci hyaluronanu 
a stanovením vnitřní viskozity jsem ověřil molekulární hmotnost používaného 
hyaluronanu.  
Po ověření molekulové hmotnosti byly na Farmaceutické fakultě VFU Brno 
provedeny jednotlivé experimenty prostupu léčiv modelovou membránou a za pomoci 
konzultantky bylo provedeno vyhodnocení výsledků. 
Kvalitativní i kvantitativní analýza všech odebraných vzorků byla provedena 
pomocí zařízení vysokoúčinné kapalinové chromatografie (HPLC), jejíž metoda byla 
optimalizována v předchozích pracích na Ústavu chemických léčiv Farmaceutické 




3. TEORETICKÁ ČÁST 
3.1 Nesteroidní antiflogistika 
Skupina nesteroidních protizánětlivě působících látek (nonsteroidal antiinflammatory 
drugs, NSAIDs) je v dnešní praxi terapeuticky nejpoužívanější skupinou léčiv proti 
bolesti, snížení teploty a zánětu. O jejich oblíbenosti svědčí i jejich současná nabídka ve 
formě řady různých lékových forem – tablety (včetně rozpustných), kapsle, sirupy, 
čípky, náplasti, gely, krémy aj. Vzájemný poměr jednotlivých složek účinku (bolest, 
zánět, horečka) je u různých látek rozdílný, jednotlivá léčiva se proto mohou lišit svými 
terapeutickými i nežádoucími účinky [3]. 
3.1.1 Mechanismus účinku 
Hlavní mechanismus účinku popsal v roce 1971 J. Vane a jedná se o inhibici syntézy 
prostaglandinů. Prostaglandiny jsou deriváty kyseliny prostanové a účastní se regulace 
fyziologických i patologických procesů. Podílí se zejména na vzniku bolesti, rozvoji 
zánětu a nástupu horečky. Pro tuto skupinu látek je charakteristický pětičlenný kruh, 
který se nachází uprostřed dlouhého řetězce mastné kyseliny. Rozdíly mezi 
jednotlivými prostaglandiny nalezneme ve vzájemném uspořádání hydroxylových 
a ketonových skupin. 
V organismu vznikají z kyseliny arachidonové (kyselina 5,8,11,14-
eikosatetreanová) za účasti enzymu cyklooxygenázy (COX). Kyselina arachidonová je 
aktivací fosfolipázy A2 uvolňována z fosfolipidů buněčných membrán (viz. Obrázek 
3.1) [4], [5]. 
Cyklooxygenáza existuje ve dvou základních izoformách: 
 konstituční isoenzym COX-1 - přítomen v mnoha typech buněk, je trvale 
aktivní. Vznikající proglandiny jsou nezbytné pro funkci některých orgánů 
(optimální glomerulární filtrace, agregabilita trombocytů, protekce 
žaludeční sliznice vůči kyselému pH atd.) 
 indukovaný isoenzym COX-2 - syntetizován v makrofázích a mastocytech 
a k jeho aktivaci dochází při zánětu. Vznikají prostanoidy s lokálním 
prozánětlivým účinkem [6]. 
Dle inhibice cyklooxygenázy lze skupinu NSAIDs rozdělit na léčivé látky: 
 neselektivní (smíšené) – inhibují oba izoenzymy, proto jsou rizikové 
z hlediska poškození GIT, např. ibuprofen, diklofenak, atd. 
 preferenční – inhibují především COX-2, např. nimesulid a meloxikam, 
 selektivní (koxiby) – inhibují pouze COX-2, v praxi se zatím kvůli 





Obrázek 3.1: Metabolismus kyseliny arachidonové a účinky eikosanoidů [8] 
3.1.2 Farmakokinetika 
Většina účinných látek této skupiny je chemicky odvozena od organických kyselin. 
Mají charakter slabé kyseliny s hodnotami disociační konstanty pKa = 3 – 5. Jsou dobře 
rozpustné v tucích a dobře se absorbují z gastrointestinálního traktu (GIT). Další 
společnou vlastností je jejich silná vazba (až 95 %) na plazmatické bílkoviny, zejména 
albumin. 
Většina NSAIDs je metabolizována jaterními enzymy na inaktivní metabolity 
(glukuronidy, méně často sulfáty), které jsou poté vylučovány močí. Některé NSAIDs 
jsou vylučovány v nezměněné formě nebo ve formě žluči [9]. 
3.1.3 Nežádoucí účinky 
Někdy se vyskytující nežádoucí účinky používání NSAIDs zahrnují gastrointestinální 
krvácení, ulceraci a perforaci, jež mohou být i smrtelné. Riziko vzniku se zvyšuje se 
zvyšující se dávkou léčiva. Pro omezení nežádoucích účinků lze použít co nejmenší 
dávku po co nejkratší dobu postačující k dosažení žádaného léčebného účinku. 
Nežádoucí účinky v oblasti žaludku a střev jsou nejčastější. Méně časté nežádoucí 
účinky jsou nauzea, zvracení, průjem, nadýmání, zácpa, dyspepsie, bolesti břicha, 
melena (krev ve stolici) a hematemeza (zvracení krve).  Dlouhodobé užívání způsobuje 
poškození ledvin a někdy se může vyvinout bolest hlavy indukovaná analgetikem [3], 
[4]. 
3.1.4 Rozdělení dle chemické struktury 
Látky NSAIDs jsou z chemického hlediska látkami heterogenními, avšak pro jejich 
vlastní účinek je chemická struktura velmi důležitá. Pro efektivní inhibici COX musí 
být ve struktuře 2 funkční skupiny – kyselá a lipofilní. Obě funkční skupiny jsou 
důležité z hlediska zachování podobnosti s chemickou strukturou přirozeného substrátu 




A. Deriváty kyseliny salicylové 
Deriváty kyseliny salicylové patří mezi nejstarší 
antiflogistika. Kyselina salicylová (kyselina 2-hydroxybenzoová, 
viz. Obrázek 3.2) vykazuje široké spektrum biologických aktivit. 
Zevně aplikovaná má účinky keratoplastické (koncentrace pod 
10 %) nebo keratolytické (koncentrace nad 10 %), antiseptické až 
bakteriostatické a antimykotické. Při vnitřním užívání vykazuje 
účinky antipyretické a antiflogistické, hlavní nevýhodou je dráždění 




Antipyretická a antiflogistická aktivita kyseliny salicylové je podmíněna spíše 
ortho- uspořádáním než přítomností obou skupin. 
Mezi další zástupce této skupiny patří: 
 Diflunisal - chemicky kyselina 2-hydroxy-5-(2,4-difluorfenyl)benzoová 
 Sulfasalazin (syn. salazosulfapyridin) - chemicky kyselina 2-hydroxy-5-
[(4-[(2-pyridylamino)sulfonyl]fenyl)azo]benzoová 
 Mesalazin (syn. mesalamin) - chemicky kyselina 5-amino-2-
hydroxybenzoová 
 
B. Kyseliny aryl- a heteroarylalkanové 
Na počátku šedesátých let současně s fenamáty se farmaceutický průmysl 
orientoval na protizánětlivě a analgeticky působící alkanové kyseliny 
s charakteristickou substitucí arylem nebo heteroarylem na α-uhlíku [7]. 
Deriváty kyseliny octové (FENAKY) 
Prvním antiflogistikem z této skupiny byl 
ibufenak, který však byl pro svoji hepatotoxicitu 
nepoužitelný v praxi. Stal se však modelem pro přípravu 
vhodnějších derivátů. Jedním z takovýchto derivátů je 
diklofenak (kyselina 2-(2,6-dichloranilino)fenyloctová, 
viz. Obrázek 3.3). Perorálně je diklofenak rychle 
vstřebáván, plazmatická koncentrace dosahuje maxima za 
1,5 hod (u retardovaných forem 4-8 hod). Nejčastěji se 
v praxi používá sodná sůl nebo sůl s diethylaminem [7]. 
 




Deriváty kyseliny propionové (PROFENY) 
Ibuprofen (kyselina 2-(4-
isobutylfenyl)propionová, viz. Obrázek 3.4) byl 
připravený v první polovině šedesátých let současně 
s ibufenakem, od kterého se liší α-methylsubstitucí. 
Pro dobré antiflogistické a analgetické účinky se řadí 
mezi nejpoužívanější profeny a stal se předlohou pro 
přípravu celé řady derivátů [11]. 
 
Obrázek 3.4: Ibuprofen 
Charakteristickým rysem skupiny profenů je chirální centrum na C2 kyseliny 
propanové. Ve většině případů enantiomer v S-konfiguraci převyšuje svojí aktivitou R-
enantiomer. Z tohoto důvodu terapeutická praxe dává přednost účinnějšímu izomeru 
(naproxen). Racemické směsi se používají v těchto případech: 
 rozdíl v aktivitě minimální – např. flurbiprofen 
 organizmus má schopnost svými izomerázami přeměňovat méně účinné R-
formy na účinnější S-enantiomery – např. ibuprofen, fenoprofen. 
Mezi další zástupce této skupiny patří: 
 Flurbiprofen – chemicky (kyselina 2-(2-fluor-4-bifenylyl)propionová 
 Ketoprofen – chemicky (kyselina 2-(3-benzoylfenyl)propionová 
 
C. Oxikamy 
Podmínkou pro zachování aktivity je thiazin-3-
karboxamid-1,1-dioxidový skelet s methylem na 
dusíku v poloze 2 a vhodným dusíkatým 
heterocyklem na karbaminovém dusíku (piroxikam, 
meloxikam, viz. Obrázek 3.5, Obrázek 3.6), protože 
deriváty substituované fenylem jsou jen slabě účinné 
a substituované alkylem téměř neúčinné.  
Ve snaze snížit poškození sliznice GIT kyselou 
enolovou skupinou byly připraveny estery 
piroxikamu (piroxikam-pivalát, cinnoxikam, 
ampiroxikam), z nichž se po vstřebání uvolňuje 
piroxikam [7]. 
 
Obrázek 3.5: Piroxikam 
 




D. Fenamáty a azafenamáty 
Fenamáty jsou deriváty kyseliny N-
fenylanthranilové (kyseliny fenamové). Výchozím 
modelem pro syntézu dalších látek byla kyselina 
mefenamová. Záměnou benzenového jádra kyseliny 
anthranilové za pyridin za současné obměny charakteru 
substituce byla objevena antiflogisticky účinná kyselina 
niflumová jako první zástupce azafenamátů. Kyselina 
niflumová (kyselina 2-[3-(trifluormethyl)anilino] 
nikotinová, viz. Obrázek 3.7) je pyridinovým analogem 
kyseliny flufenamové (viz. Obrázek 3.8) [12]. 
 
Obrázek 3.7: Niflumová 
kyselina 
 
Obrázek 3.8: Flufenamová 
kyselina 
E. 3,5-pyrazolidindiony 
Prvním zástupcem v této skupině byl fenylbutazon 
(1,2-difenyl-4-butyl-3,5-pyrazolidindion, viz. Obrázek 
3.9). Oxidací fenylbutazonu vzniká antiflogisticky účinný 
oxyfenbutazon. Tato skupina se však vyznačuje 
nežádoucími účinky na GIT sliznici. Z těchto důvodů se 
nedoporučuje jejich dlouhodobé podávání [7].  
Obrázek 3.9: Fenylbutazon 
F. Deriváty anilinu 
Nejstarším zástupcem z této řady byl acetanilid, 
který byl však z terapie vyřazen kvůli své toxicitě. Až do 
poloviny dvacátého století byl nejužívanějším 
anilinovým analgetikem fenacetin (4-ethoxyacetanilid, 
viz. Obrázek 3.10), na jeho základě byl objeven 
paracetamol (N-acetyl-4-aminofenol) jako účinné 
agens, ale také nefrotoxický p-fenetidin. V současné 
praxi je terapeuticky využíván pouze paracetamol. 
Novějším anilinovým derivátem je nimesulid (N-
(4-nitro-2-fenoxyfenyl)methansulfonamid, viz. Obrázek 
3.11), který jako preferenční inhibitor COX-2 má účinek 
antipyretický, analgetický a antiflogistický [10]. 
 
Obrázek 3.10: Fenacetin 
 




G. Deriváty pyrazolonu 
První látkou byl v této skupině fenazon (1-fenyl-2,3-
dimethyl-5-pyrazolon), původně do terapie zavedený jako 
antipyretikum, později byl prokázán i účinek analgetický 
i antiflogistický. 
Z pyrazolonů se v dnešní praxi používá pouze 
propyfenazon (viz. Obrázek 3.12) a metamizol [7]. 
 
Obrázek 3.12: Propyfenazon 
H. Selektivní inhibitory COX-2 – „COXIBY“ 
Selektivita účinku vůči COX-2 byla prokázána u 4-
methylsulfonyl substituovaných diarylheterocyklů, tzv. 
„coxibů“. Hlavními zástupci jsou celekoxib  (4-[5-
methylfenyl)-3-trifluoromethyl)pyrazol-1-
yl]benzensulfonamid, viz. Obrázek 3.13) a rofekoxib (4-
(4-methylsulfonylfenyl)-3-fenyl-5H-furan-2-on,) [13]. 
V dnešní praxi je však z důvodu vážných 
kardiovaskulárních komplikací pouze celekoxib. 
 




3.2 Topické podání léků 
Topické polotuhé přípravky jsou přípravky homogenního vzhledu, určené k aplikaci 
na kůži nebo některé slizniční povrchy. Léčiva, která obsahují, účinkují místně 
na povrchu kůže nebo přímo v ní. Mohou mít účinek změkčující nebo ochranný a mají 
homogenní vzhled. 
Skládají se z jednoduchého nebo složeného základu, ve kterém jsou léčivé látky 
rozpuštěné nebo jemně dispergované. Masťové základy mohou být látky přírodní 
i syntetické a mohou mít povahu jednofázového i vícefázového systému. Podle 
použitého základu mají hydrofilní nebo hydrofobní vlastnosti. Mohou ovlivňovat účinek 
léku i jeho uvolňování. Průnik léčivé látky do hlubších vrstev kůže podporují pomocné 
látky označované jako urychlovače absorpce – enhancery. Je velmi důležité zdůraznit, 
že v dermatologikách je žádoucí podporovat průnik léčiva do kůže, ne až do podkoží 
ke krevním kapilárám. To je přípustné pouze pro léky transdermální [14]. 
V běžné praxi rozlišujeme především masti, krémy, gely a pasty. 
 Masti jsou disperze tuhých nebo kapalných léčivých látek v jednoduchých 
základech. 
 Krémy jsou vícefázové systémy složené z vodné a lipofilní fáze. 
 Gely se skládají z kapalin a gelotvorných látek. 
 Pasty jsou polotuhé přípravky s vysokým obsahem tuhé fáze jemně 
dispergované v základu [15]. 
3.2.1 Anatomie a fyziologie kůže 
Kůže je jednou z hlavních bariér, které oddělují vnitřní prostředí organismu od zevního. 
Pokrývá asi 1,6–2 m2 povrchu těla, což představuje asi 5–9 % jeho celkové hmotnosti, 
a v tělesných otvorech vždy přechází ve sliznici. Celková hmotnost kůže včetně podkoží 
činí průměrně 15–20 kg, bez podkoží asi 4 kg. Nejtenčí je kůže na očních víčkách, 
nejtlustší na chodidlech a dlaních [16]. 
Kůže se skládá ze tří vrstev (pokožka, škára, podkožní tukové vazivo) 
a z přídatných orgánů (vlasy, chlupy, nehty a žlázy). Schematický řez kůží je uveden 




1e stratum corneum (vrstva 
rohová) 
1d stratum lucidum (vrstva 
světlolomná) 
1c stratum granulosum (vrstva 
zrnitá) 
1b stratum spinosum (vrstva 
ostnitá) 
1a stratum basale (bazální vrstva) 
2 dermis (škára) 
3 podkožní tukové vazivo 
4 cévy 
5 nervy 
6 Vater-Paciniho tělísko 
7 potní žláza 
Obrázek 3.14: Schematický řez kůží [18] 
Pokožka (epidermis) 
Povrchová vrstva kůže o průměrné tloušťce 0,2 mm (nejsilnější na patách 3–4mm, 
nejslabší na očních víčkách). Je tvořena mnohovrstevným rohovatějícím dlaždicovým 
epitelem, jehož buňky se množí v bazální vrstvě a posunují se vždy směrem k povrchu. 
Zrání buněk trvá za normálních okolností asi 28 dní [19]. 
Směrem od povrchu k dermis se epidermis skládá z těchto vrstev: 
 Stratum corneum (vrstva rohová) tvoří několik zploštělých keratinocytů 
zredukovaných na tuhý buněčný obal vyplněný vlákny keratinu. Keratin je 
hydrofobní a velmi odolný proti mechanickým, fyzikálním a chemickým 
vlivům. 
 Stratum lucidum (vrstva světlolomná) je tenká vrstva složená ze dvou až 
tří světlých a plochých buněk. Má velký význam pro permeabilitu kůže 
a představuje důležitou složku bariéry proti zevnímu prostředí. 
 Stratum granulosum (vrstva zrnitá) je tvořena jednou až několika řadami 
oploštělých buněk. 
 Stratum spinosum (vrstva ostnitá) obsahuje buňky spojené desmozomy 
a intercelulární prostory jsou vyplněny tkáňovým mokem, který k buňkám 
přivádí výživné látky. 
 Stratum basale (bazální vrstva) tvoří jedna vrstva palisádovitě 
uspořádaných cylindrických buněk keratinocytů. Mezi keratinocyty jsou 




Škárou označujeme vazivovou vrstvu kůže silnou asi 0,5–2,5 mm, která je bohatě 
prokrvená s četnými mízními cévami. Jsou v ní umístěny kožní receptory citlivé na tlak, 
změny teploty a bolest. Díky bohatému krevnímu řečišti je tato část kůže poměrně 
značnou zásobárnou krve, která může být v případě akutní potřeby přesunuta k jiným 
životně důležitým orgánům. 
Vedle vazivových buněk obsahuje škára hustě propletená elastická vlákna 
a tukové buňky.  
Podkožní tukové vazivo (subcutis) 
Řídké vazivo bohaté na tukové buňky je nejhlouběji uloženou vrstvou kůže. 
Nejvíce tukové tkáně je uloženo na břiše, hýždích a stehnech [21], [22]. 
3.2.2 Transdermální absorpce 
Z pohledu vstupu chemických látek do organismu je důležitý rozdíl mezi charakterem 
hydrofobní rohové vrstvy a charakterem ostatních vrstev pokožky, jež mají charakter 
hydrofilní. Hlavní bariérou proti průniku látek z prostředí do organismu transdermální 
cestou je vždy rohová vrstva. Hydrofilní spodní část pokožky a škára mohou být 
limitující pro vstup lipofilních látek, je-li rohová vrstva poškozena nebo změněna 
nemocí. 
Při dermální expozici mohou chemické látky pronikat do vnitřního prostředí 
organismu pěti různými cestami: 
 transcelulární cestou – tj. přes těla buněk rohové vrstvy (korneocytů) 
a buněk zbývajících vrstev pokožky (keratinocytů), 
 intercelulární cestou – tj. mezibuněčnými prostory, 
 vlasovými folikuly, 
 mazovými žlázami, 
 vývody potních žláz. 
Většina látek prochází intercelulární cestou přenosu, menší množství látek 
prochází cestou transcelulární. Průnik látek cestou vlasových folikulů, vývody potních 
a mazových žláz má pouze okrajový význam [23]. 
Novější popis průniku látky do organismu používá OECD a následně i WHO. 
Podle těchto institucí je dermální absorpce globální termín popisující celou cestu 
přenosu látky z vnějšího povrchu kůže do krevních nebo lymfatických cév organismu. 
Absorpci můžeme rozdělit na: 
 penetraci – vstup látky do rohové vrstvy, 
 permeaci – přestup látky do další, strukturně odlišné vrstvy kůže 
 resorpci – vstup látky do kožních lymfatických nebo krevních cév [24]. 
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Mezi výhody transdermálního podání můžeme zařadit skutečnost, že léčivo 
obchází GIT i játra, což vede ke zvýšení jeho biologické dostupnosti a následnému 
snížení potřebné dávky. Tento způsob podání zamezuje interakcím léčivé látky 
s potravou a jinými léčivy a omezuje některé jeho nežádoucí účinky.  
Transdermální způsob podávání má však i své nevýhody. Většina léčiv není 
schopna projít přes kůži v dostatečné míře k zajištění terapeutických koncentrací. Proto 
se v dnešní době intenzivně hledá řešení, jak propustnost kožní bariéry dočasně zvýšit. 
Ovlivnit kůži jako bariéru ve smyslu zvýšit její propustnost směrem dovnitř je 
v principu možné fyzikálně i působením chemických sloučenin. 
Z fyzikálních metod byly již ve 20. letech minulého století provedeny pokusy 
za využití elektroforézy a později ultrazvuku. V současné době je velmi studovanou 
metodou tzv. elektroporace spočívající v tvorbě mikropórů působením elektrických 
výbojů. Nejnovější metody spočívají ve využití zvláštního aplikátoru, který udělí 
mikronizovaným částicím léčiva rychlost přesahující rychlost zvuku a léčivo se takto 
„supersonicky“ vstřelí do podkoží. Nevýhodou je nutnost použití relativně složitého 
a finančně náročného zařízení pro aplikaci. Z tohoto důvodu je jednodušší ovlivnit kůži 
chemicky. To lze vyřešit aplikací léčiva společně s látkou, která dočasně sníží její 
bariérovou funkci, a umožní průnik léčiva přes kůži v předem odhadnutelném množství 
a čase. Takové látky existují v praxi asi 25 let a souhrnně se označují termínem 
akceleranty transdermální penetrace (enhancery) [2]. 
3.2.3 Akceleranty transdermální penetrace 
Pouze některé léčivé látky, které mají vhodné fyzikálně-chemické vlastnosti, jsou 
schopné překonat kožní bariéru samy o sobě. Ostatní léčiva, která takovou schopnost 
nemají, je výhodné aplikovat společně s pomocnými látkami, které dočasně sníží 
bariérovou funkci kůže a umožní průnik přes kůži. Tyto pomocné látky se nazývají 
akceleranty transdermální penetrace (permeace). 
Mechanismus účinku je pravděpodobně založen na jejich nespecifických 
interakcích s některými strukturami kůže. Působení akcelerantů na kůži spočívá 
v jednom ze tří následujících efektů, případně v jejich vzájemné kombinaci: 
 účinkem akcelerantů dochází k rozrušení organizované struktury lipidů 
v intercelulárních prostorech kůže, zejména její povrchové, rohové vrstvy 
(stratum corneum), 
 akcelerant interaguje s intracelulárními proteiny kůže, 
 akcelerant optimalizuje hodnotu rozdělovacího koeficientu léčiva mezi 




Mechanismus působení není u všech dnes používaných akcelerantů zcela 
objasněn. Na vlastnosti akcelerantů jsou kladeny velmi vysoké nároky. Ideální 
akcelerant by měl splňovat tyto atributy: 
 nesmí být toxický, dráždivý a způsobovat alergické reakce, 
 nesmí mít žádný vlastní terapeutický účinek, 
 kožní bariéru by měl ovlivňovat reverzibilně, tj. po odstranění z kůže by 
mělo dojít k úplnému a rychlému obnovení bariérových funkcí, 
 musí působit pouze jednosměrně, 
 musí být fyzikálně a chemicky kompatibilní s použitou léčivou látkou, 
 přijatelný z kosmetického hlediska, včetně vhodných organoleptických 
vlastností, 
 nenáročný na syntézu a ekonomicky přijatelný, 
 být biodegradabilní [1], [2]. 
V běžné praxi se však používají sloučeniny, které splňují jen některé z výše 
uvedených požadavků. Látky s vlastnostmi akcelerantů transdermální penetrace velmi 
často obsahují fragment základních přirozených hydratačních faktorů přítomných 
v kůži. Nejjednodušší částí v akceleračně účinných látkách je fragment X–CO–N=, kde 
X je –CH2 , –NH2, –NH–. V molekule by měl být vždy přítomen přímý nebo 
rozvětvený dlouhý alkylový či alkenylový řetězec (nejčastěji C8 až C20), ve kterém 
mohou existovat další izosterní obměny [25], [26]. 
A. Deriváty ω-kyselin 
Tato skupina obsahuje celou řadu různých struktur a v současné době je 
nejstudovanější a také nejúčinnější. V této skupině je možné nalézt jak deriváty 
esenciálních aminokyselin (glycinu či lysinu), tak deriváty β-alaninu nebo γ-
aminomáselné kyseliny, ale i kyseliny ε-aminokapronové. Nejvýznamnější 
a nejpočetnější skupinou jsou cyklické deriváty aminokyselin – laktamy. 
K prvním transdermálním akcelerantům odvozeným od ω-aminokyselin patří 
estery lysinu, v nichž je esterová část tvořena alkylem C5 až C22. Velmi dobré vlastnosti 
akcelerantů transdermální penetrace mají aminoestery, zejména dodecylester N,N-
dimethylaminooctové kyseliny. Akcelerační účinnost vzrůstá s délkou alkylových 
řetězců na dusíku, aniž by vzrůstala toxicita a dráždivost. Decylester téže aminokyseliny 
byl s pozitivním výsledkem použit pro urychlení vstřebávání indometacinu. 
Poměrně účinnými akceleranty jsou dále estery £-aminokapronové kyseliny, které 
byly testovány na urychlení průniku theofylinu. Ukázaly se být asi desetkrát účinnějšími 
akceleranty, než akceleranty doposud v literatuře uváděné. Analogické estery vyšších ω-
aminokyselin vykázaly podstatně menší účinnost, která se navíc snižovala s rostoucí 





Látky ze skupiny ɣ-laktamů mají zásadní vliv na hydrataci kůže. Deriváty 
pyrrolidonu jsou součástí tzv. přirozeného hydratačního faktoru, který rovněž ovlivňuje 
charakteristické mechanické vlastnosti kůže – pružnost, pevnost a propustnost. 
Vzhledem ke skutečnosti, že právě stupeň hydratace kůže je jedním ze základních 
faktorů usnadňujících průnik látek kůží, lze vodu považovat za nejvíce fyziologický 
akcelerant transdermální penetrace [29]. 
Deriváty 2-pyrrolidonu 
Jsou to sloučeniny, kde není substituována poloha 5 pyrrolidonového skeletu. 
Jako první akcelerant z této skupiny byl popsán 1-methyl-2-pyrrolidon. Rovněž tyto 
látky jsou vynikajícími rozpouštědly léčiv. Mechanismus účinku těchto akcelerantů 
souvisí pravděpodobně s vytvářením rezervoáru léčiva v nejsvrchnější vrstvě kůže 
(stratum corneum). Tato vlastnost byla potvrzena u 1-methyl-, 1-hexyl- a 1-
dodecylpyrrolidonu. l-Alkyl-2-pyrrolidony byly testovány na urychlení průniku 
značného množství různých typů léčiv, např. antineoplastik, theofylinu, antiflogistik, 
sulfonamidů, antibiotik, antimykotik, morfinu a azidothymidinu [30]. 
Deriváty 2-pyrrolidon-5-karboxylové kyseliny 
Jako akceleranty se používají na dusíku substituované deriváty nebo estery. Např. 
l-dodecyl-2-pyrrolidon-5-karboxylová kyselina byla s velmi dobrým výsledkem použita 
k transdermálnímu průniku antimykotického antibiotika griseofulvinu. Decyl-, dodecyl- 
a oleylestery této kyseliny jsou výhodnými urychlovači pro klonidin a enalapril 
v testech in vitro prováděných na hadí kůži [31]. 
δ-laktamy 
Mají společné strukturní prvky se sulfoxidy a jsou to deriváty 3-thiamorfolinonu. 
Dalšími akceleranty tohoto typu jsou deriváty morfolin-2,3-dionů, resp. 3,5-dionů. 
Alkenylderiváty 2-piperidonů byly testovány na urychlení průniku cytostatika 6-
merkaptopurinu. δ-Laktamy jsou však obecně méně účinnými akceleranty než látky 
ze skupiny ε-laktamů [32]. 
ε-laktamy 
Mezi nejznámější zástupce této skupiny patří N-dodecyl-ε-kaprolaktam (Azone® , 
l-dodecyl-2-azepanon). Azon byl testován na urychlení nepřeberné řady léčiv hydrofilní 
i lipofilní povahy, s výjimkou vysoce lipofilních látek. Účinným akcelerantem je však 
pouze z polárního prostředí, v prostředí lipofilním (např. parafinový olej, rostlinné oleje 
apod.) je jeho účinek inhibován. Všechny strukturní obměny týkající se heterocyklické 





Alkoholy jsou výbornými rozpouštědly léčiv, což je předurčuje pro časté použití 
v topických lékových formách. Často se používají ve směsích s dalšími alkoholy 
či jinými akceleranty, především ze skupiny mastných kyselin a jejich esterů. 
Akcelerační efekt ethanolu je nejvyšší při koncentracích léčiva mezi 40 až 60 procenty. 
Mechanismus účinku spočívá pravděpodobně v delipidizaci kůže. Navíc vysoké 
koncentrace ethanolu denaturují bílkoviny a kůže se stává porézní membránou [34]. 
Alkoholy do šesti uhlíků v molekule se používají při systémové aplikaci antitusik, 
expektorancií, myorelaxancií a analgetik. Vyšší lipofilní alkoholy extrahují lipidy 
a proteiny ze stratum corneum, lze použít řadu od dekanolu až po linoleylalkohol. 
Zatímco hydrofilní alkoholy působí pouze mechanismem zvyšování rozpustnosti léčiva 
a následným zvyšováním koncentračního spádu jejich difuzibilní formy, vyšší lipofilní 
alkoholy extrahují lipidy a proteiny ze stratům corneum. Studium závislosti mezi délkou 
řetězce, větvením, polohou hydroxylu a účinkem ukázalo nejvyšší efekt u směsi 1-
butanolu a 2-propanolu (poměr 1:1) s 2-propylmyristátem [35]. 
Z méně běžných alkoholů byly v literatuře jako akceleranty transdermální 
penetrace popsány tetrahydrofurfurylalkohol pro urychlení penetrace glukokortikoidů, 
1,1-dimethyl-2-cyklohexylethanol pro lidokain, a merkaptoethanol pro 6-
karboxyfluorescein [36], [37]. 
C. Alkylsulfoxidy 
Mezi alkylsulfoxidy patří látky výborně mísitelné s vodou, které jsou vynikajícími 
rozpouštědly léčiv. Nejznámější z této skupiny je dimethylsulfoxid (DMSO), který byl 
donedávna jedním z  nejpoužívanějších akcelerantů v pokusech in vitro. Mechanismus 
jeho akceleračního účinku spočívá ve skutečnosti, že díky své polaritě interaguje 
s hydrofilními skupinami lipidů a vytváří s nimi vodíkové vazby. Tím je z vazby 
vytěsněna voda, vytváří okolo těchto skupin solvatační obal a rozvolňují se 
organizované vrstvy lipidů v intercelulárním prostoru. Rozšíření hydrofilní oblasti 
v  tomto prostoru pak usnadňuje průnik hlavně látkám hydrofilní povahy. Praxe bohužel 
ukázala, že DMSO má vlastní farmakologické účinky, proto se od jeho použití ustupuje. 
Navíc je v organismu metabolizován na dimethylsulfid, který vydechován působí 
nepříjemně na okolí [28], [38]. 
Následovala příprava derivátů alkylmethylsulfoxidů. Nejvýraznější urychlovací 
efekt na hydrofilní a ionizovaná léčiva má decylmethylsulfoxid. Zajímavou strukturní 
obměnu představují cyklické sulfoxidy, např. 2-dodecylthiolan-l-oxid. Používá se 
do topických přípravků s indometacinem [26]. 
D. Mastné kyseliny a jejich estery 
Pro praxi jsou použitelné pouze karboxylové kyseliny s uhlíkovou kostrou 
obsahující 8 a více uhlíků. Používají se takové mastné kyseliny, které mají dlouhý 
nasycený či nenasycený řetězec. Vyvolávají kompetici s endogenními mastnými 
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kyselinami v lipidických strukturách mezibuněčných prostorů a způsobují jejich 
rozvolňování. Kyseliny dekanová a dodekanová (laurová) se testovaly na urychlení 
prostupu testosteronu, indometacinu a 5-fluorouracilu. Organizované lipidové struktury 
jsou narušovány působením kyseliny olejové, používá se k usnadnění průniku 
estradiolu, 5-fluorouracilu a tetrahydrokanabinolu. K průniku analgetik-anodyn lze 
použít undecylenovou a linolenovou kyselinu [39]. 
Mechanismus akceleračního působení esterů mastných kyselin není přesně znám. 
Pravděpodobně se uplatňuje skutečnost, že estery nižších kyselin (např. butylacetát 
a pentylacetát), jsou velmi dobrými rozpouštědly tuků. Jako koakcelerant 
a rozpouštědlo léčiv se často používá 2-propylmyristát, jeho účinek se však významně 
zvyšuje přídavkem 2-propanolu. Ve funkci přídavku k ostatním akcelerantům lze 2-
propylmyristát použít na kožní průnik fysostigminu a azidothymidinu [40]. 
Z dalších látek je možné uvést methylestery kyseliny nonanové a dekanové, 
použitelné pro urychlení prostupu vitamínu D3, erythromycinu a látek steroidní povahy 
[2]. 
E. Amidy kyselin 
Nejstudovanějšími látkami z této skupiny jsou dimethylformamid 
a dimethylacetamid, ovšem tato skupina je dnes již obsolentní. Amidy interagují 
s proteiny v korneocytech a vytlačují z těchto struktur vodu. Mohou tedy vytvářet depa 
léčiv v kůži, a tím napomáhat rychlejšímu a mohutnějšímu transdermálnímu průniku. 
Ve vysokých koncentracích interagují rovněž s intercelulárními lipidy. 
Z amidů vyšších mastných kyselin bez přítomnosti heterocyklu v molekule lze 
zmínit N,N-dipropyldodekanamid, který se používá pro akceleraci průniku 
triamcinolonu [31]. 
Zvláštním typem akcelerantů jsou acylderiváty aminokyselin. Příkladem jsou 
dodekanoylsarkosin, použitý pro transdermální aplikaci norethisteronu, 
dodekanoylglycin pro indometacin a dodekanoylprolin pro β-laktamová 
a aminoglykosidová antibiotika, antineoplastika a antivirotika. Molekula krotamitonu 
(viz. Obrázek 3.15) byla použita k urychlení penetrace 4-bifenyloctové kyseliny (aktivní 
metabolit fenbufenu) a nesteroidních protizánětlivých látek [41]. 
 
 




F. Dioly a acetaly 
Látky ze skupiny diolů se často používají jako rozpouštědla léčiv či pomocných 
látek léčivých přípravků. Uplatňují se spíše jako tzv. koakceleranty, protože působení 
jako akcelerantů transdermální penetrace není příliš výrazné. Mechanismus jejich 
účinku spočívá s největší pravděpodobností ve zvýšení koncentrace léčivé látky na nebo 
v kůži. Tím se zvyšuje koncentrační spád (gradient) léčiva. Nejpoužívanějšími látkami 
z této skupiny jsou propylenglykol, 1,3-butandiol, 2,3-butandiol a 2-methyl-2,4-
pentandiol. 
Mezi acetaly (odvozené od glykolů) lze zařadit deriváty dioxolanu a 1,3-dioxanu. 
Pro urychlení průniku indometacinu se používá 2-geranyl-1,3-dioxolan, resp. 2-nonyl-
1,3-dioxolan a 2-nonyl-1,3-dioxan. Molekuly obsahují dlouhý alkylový, rozvětvený 
nebo nerozvětvený řetězec, což je základní strukturní prvek většiny akcelerantů [42]. 
G. Aminokyseliny a jejich deriváty 
L-Aminokyseliny jsou popisovány jako akceleranty transdermální penetrace pro 
celou řadu léčiv, velmi často pro látky steroidní povahy. Mechanismus jejich účinku 
pravděpodobně spočívá v ovlivnění keratinové složky kůže. Jejich účinnost je závislá na 
aktuální hodnotě pH vehikula, v němž jsou dispergovány. N-alkyl- a N-acylderiváty 
cysteinu lze použít pro zvýšení penetrace léčiv do nehtů. In vitro byly testovány estery 
6-aminoheptanové kyseliny s poměrně dobrým výsledkem na urychlení prostupu 
teofylinu [43]. 
Dodecylester prolinu je jako akcelerant patentován v kombinaci s polárními 
kapalnými vehikuly (ethanol, glykoly atd.) pro uvolňování propranololu. 
Ze substituovaných derivátů α-aminokyselin byl dále testován dodecylester dimethyl α-
alaninu na urychlení průniku indometacinu a hydrokortisonu [2]. 
H. Deriváty hydroxykyselin 
Akceleranty odvozené od hydroxykyselin jsou použitelné pro nasální a vaginální 
aplikaci a byly popsány v Japonsku v roce 1989, když bylo prokázáno pozitivní 
ovlivnění průniku indometacinu hexadecyllaktátem. O dva roky později byl nalezen 
podobný vliv dodecyllaktátu na průnik isosorbid-dinitrátu a tetradecyllaktátu 
na permeaci pivaloyldopaminu [44]. 
Z dalších derivátů hydroxykyselin je možné uvést 8-cyklopentadecenolid 
a cyklopentadekanolid, použitý k urychlení přestupu nifedipinu. Z amidů 





I. Deriváty močoviny 
Používanými akceleranty jsou jednak močovina samotná, v poslední době však 
hlavně její deriváty, včetně izosterních analogů, mezi které je možné zařadit celou řadu 
cyklických sloučenin. Mechanismus působení je založen na proteolytickém působení, 
které lze podstatně zvýšit použitím vhodné přísady, např. přidání propylenglykolu 
zvětšilo akcelerační aktivitu šestkrát. Močovina byla použita k urychlení vstřebávání 
hydrokortisonu [45]. 
Při pohledu na struktury nejpoužívanějších akcelerantů ze skupiny cyklických 
derivátů ω-aminokyselin (pyrrolidony, azon a „azone-like" urychlovače) zjistíme, že 
právě tyto sloučeniny lze rovněž považovat za izostery močoviny, což lze z hlediska 
farmaceuticko-chemického třídění akcelerantů transdermální penetrace považovat 
za klíčové. 
Z izosterních derivátů močoviny lze uvést deriváty oxazolinu a oxazolidinonu. 
První z nich je účinný se širokou škálou léčiv a je použitelný také jako stimulátor růstu 
rostlin, druhý je označován za vynikající urychlovač, a to i ve srovnání s Azonem [33]. 
J. Aminy 
Dobré předpoklady pro funkci akcelerantů měly cyklické aminy označované jako 
analoga Azonu. Jednalo se o tři terciární aminy, kde dusíkový atom je součástí cyklu: 1-
dodecylazetidin, 1-dodecylpyrrolidin a 1-dodecylpiperidin. Praxe však ukázala, že 
uvedené látky vykazují značnou dermální dráždivost. Z tohoto důvodu nebylo možné 
uvažovat o tom, že by tyto látky mohly být použitelnými akceleranty. 
Strukturně velmi zajímavými akceleranty jsou oxidy aminů, 
především dicyklohexylmethylaminoxid, který se používá v přípravku 
s erythromycinem. Dimethylstearylaminoxid lze použít v modelovém pokusu in vivo 
pro urychlení přestupu hydrochinonu přes kůži bezsrstých myší [32]. 
K. Ketony 
Nižší alifatické ketony zřejmě nepůsobí přímo na strukturální jednotky rohové 
vrstvy kůže. Mají rozpouštěcí schopnosti, tím zbavují pokožku lipidů, čímž se omezuje 
energetická bariéra pro vstup léčiva do kůže. Čím jsou ketony lipofilnější, tím více je 
lipidová vrstva odstraňována, tím více však současně dochází k projevům dráždění 
kůže. 
Při použití makrocyklických ketonů dochází ovšem k obnovení fyziologických 
poměrů na povrchu pokožky poměrně brzy. Akcelerační účinnost makrocyklických 
ketonů roste s velikostí cyklu. V homologické řadě od cykloundekanonu 






Zkoumání terpenů uhlovodíkového typu ukázalo limonen, pinen a karen  jako 
látky nejméně aktivní. Účinnějšími byly terpenické alkoholy terpineol, terpinen-4-ol 
a karveol a ketony karvon, pulegon, piperiton a menthon. Jako modelový penetrant byl 
použit 5-fluorouracil. Nejúčinnějšími ze skupiny terpenů jsou cyklické ethery askaridol, 
7-oxabicykloheptan a eukalyptol. 
Mechanismus účinku terpenů jako akcelerantů spočívá pravděpodobně v narušení 
organizovaných lipoidních struktur a v interakci s intercelulárními proteiny. Zingiberol 
(směs cis- a trans-β-eudesmolu) je patentován jako urychlovač přestupu pro prednisolon 
a geraniol [31]. 
M. Deriváty sacharidů 
Jako akceleranty této skupiny se používají substituované dextriny. Uplatnění našla 
sloučenina 2-hydroxypropyl-β-cyklodextrin (2-HPCD). K velkému zvýšení permeace 
došlo u silně lipofilních léčiv, například 17p-estradiolu. 
Řadu výhodných vlastností mají estery sacharosy, jsou velmi málo toxické, 
bezbarvé, bez jakéhokoliv zápachu a nedráždí kůži ani při opakovaném použití. Používá 
se dodecylester sacharosy pro penetraci progesteronu a estradiolu. 
Glykosidy cukrů, používané v biochemii jako neionogenní detergenty 
k solubilizaci membránových proteinů, jsou předmětem patentové ochrany přípravku 
pro urychlení průniku gentamycinu [46]. 
N. Ostatní akceleranty 
Cholinsalicylát se používá jako keratolytikum a jako akcelerant transdermální 
penetrace pro velké množství léčiv v přípravcích typu hydrogelů a oleokrémů. 
Kapsaicin je znám a používán dlouhou dobu jako derivans, tj. prostředek lokálně 
prokrvující. Jako akcelerant transdermální penetrace se používá v přípravku pro 
transdermální aplikaci salicylové kyseliny a jejího methylesteru v antirheumatických 
mastech. 
Glycyrrhetinová kyselina a její deriváty byly použity jako akceleranty 




3.2.4 Principy stanovení akcelerační aktivity 
Účinek akcelerantů transdermální penetrace může být testován in vitro nebo in vivo, 
přičemž se velmi často v praxi pokusy provádí in vitro na kůži zvířecí nebo lidské. 
Nejvhodnějším standardem je lidská kůže, nicméně je obtížně dostupná, a proto je 
vyhovující alternativou kůže prasečí nebo opičí. Prasečí kůže se používá nejčastěji 
z ušního boltce [47]. 
Klasickou metodou pro testování transdermální absorpce in vitro je použití 
statické vertikální difuzní cely, tzv. Franzovy cely (viz. Obrázek 3.16). Laboratorní 
použití tohoto zařízení se datuje do první poloviny 70. let minulého století. 
 
Obrázek 3.16: Franzova cela [48] 
 
Horní (donorová) část cely je oddělená od spodní (akceptorové) části membránou 
(kůží), která leží celou svojí spodní plochou na hladině akceptorové tekutiny.  
Do donorové části se exponují testované látky ve zvoleném vehikulu. Může být 
použita okluze, která zamezuje odparu rozpouštědel. Akceptorová část je naplněna 
akceptorovou tekutinou (obvykle pufr s pH 7,4). Tato část je neustále míchána 
a periodicky jsou manuálně odebírány vzorky, které jsou následně analyzovány. 
Instrumentální analýza jednotlivých vzorků je prováděna většinou pomocí HPLC, 
radiografie nebo scintigrafie (při použití značených testovaných látek), v závislosti 




3.3 Charakterizace hyaluronanu 
V roce 1934 popsali Karl Meyer a John Palmer nový polysacharid, který izolovali 
ze sklivce skotu a pojmenovali jej kyselina hyaluronová. V roce 1986 byl přijat dodnes 
používaný název hyaluronan (HA) [49]. 
3.3.1 Chemická struktura a vlastnosti hyaluronanu 
Hyaluronan je polysacharid běžně se vyskytující v přírodě. Je složený z lineárně se 
opakujících disacharidových jednotek β-(1→4)-D-glukuronové kyseliny a β-(1→3)-
N-acetyl-D-glukosaminu (viz. Obrázek 3.17). 
 
Obrázek 3.17: Struktura hyaluronanu 
 
Navzdory poměrně jednoduché struktuře se HA chová zcela odlišně od ostatních 
glykosaminoglykanů. Neváže se na proteinové jádro, neobsahuje sulfátovou skupinu, 
disponuje extrémní délkou molekul a má různé modifikace v biosyntéze. Díky tomu, že 
se vyskytuje ve značně širokém spektru molekulových hmotností, může zasahovat do 
celé škály reakcí probíhajících v organismu, a to jak na úrovni extracelulární matrix, tak 
v buňkách. Pro mnoho procesů v živých tkáních je velice důležitá schopnost tvořit 
síťované struktury, viskoelastické vlastnosti a náboj [50], [51]. 
3.3.2 Syntéza hyaluronanu 
Hyaluronan je syntetizován spíše na vnitřní straně cytoplazmatické membrány než 
v Golgiho komplexu nebo endoplazmatickém retikulu a jeho prodlužující se řetězec je 
rovnou vytlačován do extracelulárního prostoru. Tvorbu zajišťuje skupina enzymů 
označovaných jako HA-syntázy (HAS), přičemž u lidí a myší známe celkem tři: HAS1, 
HAS2, HAS3, u myší jsou pak analogicky označovány jako: Has1, Has2, Has3. 
Předpokládá se, že HA-syntázy jsou lokalizovány na cytoplazmatické membráně tak, že 
větší část daného proteinu se nachází uvnitř buňky. Všechny tři HAS jsou schopné 
biosyntetizovat HA de novo, ale jejich katalytická aktivita i molekulová hmotnost 
výsledného produktu se liší [50], [51], [52]. 
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3.3.3 Funkce a výskyt hyaluronanu 
Hyaluronan, jakožto součást mezibuněčné hmoty, je v těle zastoupen v tělních 
tekutinách a ve většině tkání. Vyskytuje se například v: 
 extracelulární matrix, 
 chrupavce, 
 synoviální tekutině kloubů. 
Hyaluronan se vyskytuje pericelulárně i na buněčném povrchu a podílí se 
interakcí s různými proteiny na regulaci buněčného chování během rozmanitých 
morfogenetických, reparačních a patologických procesů. Hraje významnou roli v řadě 
běžných fyziologických i patofyziologických dějů [53]. 
Zvýšené množství je prokázáno například u mnoha typů rakoviny, kde se 
fragmenty HA a jejich receptory podílejí na metastazování a vaskularizaci nádoru a dále 
při poruchách imunity, jakými jsou například astma a revmatoidní artritida [54]. 
3.3.4 Využití hyaluronanu v medicínské praxi 
Hyaluronan lze v medicínské praxi použít při přípravě takzvaných proléčiv. Proléčiva 
lze použít k cílené distribuci léčiv. Mechanismus účinku lze popsat jako nasměrování 
komplexu do zamýšlené léčené tkáně, následuje odštěpení hyaluronanu a samotné 
léčivo následně vykazuje žádaný terapeutický efekt. Hlavní výhodou je skutečnost, 
že není potřeba podávat tak vysoké dávky léčiv a jejich vedlejší nežádoucí účinky jsou 
minimalizovány. Proléčiva se nejvíce uplatňují u cytostaticky působících léčivých látek. 
Takto byly připraveny komplexy paklitaxel-HA, doxorubicin-HA a methotrexát-HA 
[53]. 
Využití hyaluronanu v cílené distribuci léčiv dává možnost testovat hyaluronan 





Chromatografie patří mezi analytické separační techniky, které slouží k separaci široké 
škály analytů. Poskytuje kvalitativní a kvantitativní informace o vzorku. 
3.4.1 Historie chromatografie 
Předchůdcem vysokoúčinné kapalinové chromatografie je bezesporu ruský botanik 
M. S. Cvet, který jako první rozdělil na sloupci sorbetu listová barviva. Jeho práce 
položily základ všem chromatografickým technikám, které se později začaly formovat. 
Tato původní sloupcová chromatografie sice umožňovala rozdělit i složité přírodní 
směsi, měla však řadu nedostatků, pro které byla vzápětí téměř zapomenuta. A tak po 
více než 50 let zůstávala na pokraji zájmu daleko za chromatografií papírovou, 
tenkovrstevnou a především plynovou. Teprve počátkem čtyřicátých let, po objevení 
rozdělovací chromatografie, se kolonová kapalinová chromatografie začala rozvíjet 
ve své klasické podobě. V roce 1952 byla dokonce udělena Nobelova cena za práci 
v oboru chromatografie autorům Martin a Synge [55]. 
3.4.2 Princip chromatografie 
V chromatografii je vzorek vnášen mezi dvě vzájemně nemísitelné fáze – fázi 
stacionární a mobilní. Stacionární fáze je nepohyblivá a mobilní je pohyblivá. Vzorek 
se nanáší na začátek stacionární fáze. Pohybem mobilní fáze přes stacionární je vzorek 
unášen. Jednotlivé složky vzorku mohou být stacionární fází zachycovány, a proto se 
při pohybu zdržují. Více se zdrží ty složky, které jsou stacionární fází poutány silněji. 
Tímto principem jsou od sebe jednotlivé složky separovány a na konec stacionární fáze 
se dostávají dříve složky méně zadržované. Doba, po kterou molekula dané složky 
setrvává na povrchu sorbentu, závisí na velikosti interakce mezi složkou a sorbentem 
a určuje pořadí, v jakém se složka eluuje z kolony [56]. 
3.4.3 Rozdělení chromatografie 
Chromatografické metody je možné rozdělit do několika skupin podle určitých hledisek: 
A. Podle skupenství mobilní fáze 
 Kapalinová chromatografie (Liquid Chromatography - LC) – mobilní fází 
je kapalina 
 Plynová chromatografie (Gas Chromatography - GC) – mobilní fází je 
plyn 
B. Podle uspořádání stacionární fáze 





 Plošné techniky: 
Papírová chromatografie (Paper Chromatography - PC) – stacionární fáze 
je součástí chromatografického papíru 
Tenkovrstvá chromatografie (Thin Layer Chromatography - TLC) – 
stacionární fáze je umístěna na pevném plochém podkladu (např. skleněná 
deska nebo hliníková folie) 
C. Podle povahy děje, který probíhá při separaci 
 Rozdělovací chromatografie – o separaci rozhoduje odlišná rozpustnost 
složek vzorku ve stacionární fázi (kapalina) a mobilní fázi (kapalina nebo 
plyn). 
 Adsorpční chromatografie – o separaci rozhoduje různá schopnost složek 
adsorbovat se na povrch stacionární fáze (tuhá látka). 
Klasická adsorpční chromatografie s polární stacionární a nepolární mobilní 
fází je chromatografie s normálními fázemi (normal-phase 
chromatography, NP), a v obráceném typu s nepolární stacionární a polární 
mobilní fází chromatografie s obrácenými fázemi či běžněji používaný 
termín reverzní chromatografie (reversed-phase chromatography, RP) 
 Iontově-výměnná chromatografie – o separaci rozhodují různě veliké 
elektrostatické přitažlivé síly mezi funkčními skupinami stacionární fáze 
(iontoměnič) a ionty vzorku. 
 Gelová chromatografie – složky se separují podle velikosti na pórovité 
stacionární fázi (gelu); menší molekuly vzorku se v pórech gelu zadržují déle 
(molekulově sítový efekt). 
 Afinitní chromatografie – stacionární fáze je schopna vázat ze vzorku 
právě určité složky, ke kterým má úzce selektivní vztah (afinitu). 
Obvykle se při separaci uplatňuje několik fyzikálně-chemických dějů současně, ale 
jeden z nich převládá [57]. 
3.4.4 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie – HPLC 
Ve vysokoúčinné kapalinové chromatografii (High Performance Liquid 
Chromatography, HPLC) je mobilní fází vždy kapalina. Separace probíhá v separační 
koloně, která obsahuje stacionární fázi (sorbent) a mobilní fázi (eluent) [58]. 
Stacionární fáze v HPLC 
Jako stacionární fáze (SF) se v praxi nejčastěji používají tradiční náplňové kolony. 
Rozhodující vliv na separaci při použití náplňových kolon má velikost a uspořádanost 
částic. Čím jsou částice menší, tím je separace účinnější. Jako adsorbenty se nejčastěji 
používají zrnité materiály na bázi silikagelu. 
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Zcela nový typ stacionárním fází představují vtištěné polymery (imprinted 
polymers). Při přípravě polymeru in situ v koloně se přidá analyzovaná látka (např. 
jeden izomer L-glycinu) a po ukončení polymerace se vymyje z kolony. Po jeho 
odstranění zůstane v náplni charakteristická dutina, přístupná pouze pro L-glycin. D-
glycin se v této SF nezadrží. 
Mobilní fáze v HPLC 
Mobilní fáze (MF) v kapalinové chromatografii není inertní, na rozdíl od plynové 
chromatografie, ale významně se podílí na separačním procesu. Možnosti změny 
složení MF jsou prakticky neomezené a je vždy jednodušší změnit složení MF než 
použít jinou stacionární fázi. MF je charakterizována především polaritou a selektivitou. 
Polarita je schopnost rozpouštědla podílet se na polárních interakcích a selektivita 
je definována jako relativní retence dvou sousedních látek. Vlastnosti MF jsou důležité 
z hlediska separace i detekce. Mobilní fáze by měla dávat v detektoru minimální signál, 
a tím umožňovat co nejcitlivější detekci analytů. 
Mezi výhody HPLC patří zejména široká oblast použitelnosti: lze analyzovat 
ionty, látky polární i nepolární, málo těkavé, tepelně nestabilní i vysokomolekulární 
(cca 80% veškerých známých látek lze analyzovat pomocí HPLC). Doplňuje tak vhodně 
plynovou chromatografii. Další výhodou je možnost ovlivňovat separaci složením 
mobilní fáze. 
Nevýhodou v porovnání s plynovou chromatografií je náročnější instrumentace 
a složitější mechanismus separace [55], [57]. 
3.4.5 Přístrojové složení chromatografu 
Základní zařízení pro kapalinovou chromatografii (viz. Obrázek 3.18) je tvořeno 
nádobou na mobilní fázi, odplyňovačem mobilní fáze, pumpou, septem pro nástřik 
vzorku, kolonou, detektorem, termostatem, a vyhodnocovacím zařízením (PC). 
A. Zásobník(y) s mobilní fází 
B. HPLC čerpadlo – kapalina se do kolony čerpá pístovými nebo membránovými 
čerpadly. Dnešní čerpadla dosahují tlaků až 40 MPa. 
C. Směšovací zařízení – složení mobilní fáze může zůstávat neměnné (isokratická 
eluce) nebo se během separace mění (gradientová eluce). Směšovací zařízení lze 
naprogramovat tak, aby v průběhu separace připravovalo směs dvou různých 
mobilních fází o požadovaném poměru. 
D. Dávkovací zařízení – dávkovat můžeme pomocí injekční stříkačky, která 
ovšem musí být zhotovena ze zcela inertních materiálů (nerezová ocel, titan, 
apod.). Injekční zařízení může být ovládáno ručně i automaticky. V dnešní době 
existují i techniky označované jako stop-flow injection. Dávkování v nich 
provádíme za běžného tlaku při přerušení toku mobilní fáze. V současné době 
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však bývají injekční systémy nahrazeny dávkováním obtokovým dávkovacím 
kohoutem. 
E. Kolona – kolony používáme výhradně náplňové. Na trhu existují kolony 
různých druhů, délky a vnitřních průměrů. Většinou jsou zhotoveny z nerezové 
oceli. Zpravidla bývají 10, 15 nebo 25 cm dlouhé a vnitřní průměr je nejčastěji 
4, 6 nebo 5 mm. Náplňový materiál pro analytické kolony má průměr 
3 až 10 μm. Běžný průtok eluentu je 1 až 2 ml za minutu. 
Jako ochrana hlavní kolony se často využívají předklony, které jsou umístěné 
mezi čerpadlo a dávkovací zařízení. Mají tu výhodu, že dochází jen k velmi 
malému rozšíření pásů a chrání kolonu před nečistotami a nerozpustnými 
materiály. 
F. Detektor – měl by být selektivní pro analyty a málo citlivý na mobilní fázi. 
Nejčastěji se používají tyto detektory: 
 Fotometrický – měří absorbanci eluátu vycházejícího z kolony. Jednodušší 
detektory měří při jedné vlnové délce v ultrafialové oblasti (254 nm – 
rtuťová výbojka), složitější dovolují nastavení vlnové délky pomocí 
monochromátoru. Nejdokonalejší jsou schopny pomocí diodového pole 
(Diode Array detector – DAD) nebo CCD prvku proměřit spektrum v určené 
oblasti vlnových délek. 
 Refraktometrický detektor – měří rozdíly mezi indexem lomu eluátu a čisté 
mobilní fáze. Při jeho použití je nutné striktně udržovat konstantní teplotu. 
 Fluorescenční detektor – založen na principu fluorescence – schopnosti látek 
absorbovat ultrafialové záření a pak vysílat záření o vyšší vlnové délce, které 
se měří fotonásobičem kolmo na směr vstupujícího záření. 
G. Vyhodnocovací zařízení 
 
Obrázek 3.18: Základní schéma kapalinového chromatografu [58] 
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3.4.6 Použití HPLC v praxi 
Použitím vysokoúčinné kapalinové chromatografie můžeme zjistit kvalitativní 
a kvantitativní informace o vzorku. 
Kvalitativní analýza 
Pro identifikaci látky je podstatné umístění maxima píku v chromatogramu. Toto 
umístění lze vyjádřit retenčními daty. 








 , kde M
t ……je mrtvý retenční čas 
Rt …… je čas setrvání analytu v 
koloně 
(1)  
Reprodukovatelnost retenčních dat v HPLC závisí na složení MF, pracovní teplotě 
a reprodukovatelnosti přípravy stacionární fáze. Reprodukovatelného složení MF se 
dosáhne vážením příslušných složek. Při mísení objemů v důsledku kontrakce se 
výsledné složení mění. Velmi významný je i vliv teploty. Při změně teploty o jeden 
stupeň se změní hodnota retenčního poměru o 1 až 2,5 % [55]. 
Kvantitativní analýza 
K určení obsahu analyzovaných látek na základě změřených ploch nebo výšek 
píků jsou v chromatografii používány čtyři základní metody. 
1. Metoda vnitřní normalizace 
Určíme plochy všech píků a sečteme je. Součet ploch je roven 100% a plochy 
píků tvoří procentuální části (Rovnice č. 2). K analýze stačí jeden nástřik, není třeba 













x , kde 
A………...plocha píku (2)  
2. Metoda absolutní kalibrace 
Dávkujeme známé množství analyzovaného vzorku a standardu za stejných 
podmínek. Srovnáváme odpovídající plochy nebo výšky píků. 
Při metodě přímého srovnání dávkujeme známý objem Vi látky i, jejíž koncentraci 
stanovujeme, a vyhodnotíme příslušnou plochu Ai. Obdobně postupujeme se standardem 
s, se kterým pracujeme za stejných podmínek. Předpokládáme, že poměr ploch těchto 





Z definice látkové koncentrace odvodíme vztah pro výpočet koncentrace složky 








































c   
(4)  
Při metodě kalibrační křivky provedeme několik nástřiků standardů o různém 
obsahu stanovované složky. Sestrojíme kalibrační křivku závislosti výšky (plochy) píku 
na koncentraci a z tohoto grafu určíme koncentraci složky ve vzorku. 
3. Metoda vnitřní kalibrace 
Ke vzorku o objemu Vi se přidá vnitřní standard (roztok látky, která není obsažena 
ve vzorku) o objemu Vs a hmotnosti ms. Po nástřiku se vyhodnotí plochy píku analytu Ai 
a standardu As. 
Tato metoda se často používá v případech, kdy analýze předchází úprava vzorku, 
např. při derivatizaci. 
4. Metoda standardního přídavku 
Provedeme dávkování samotného vzorku a vzorku, do kterého bylo přidáno 
známé množství standardu stejného jako stanovovaná látka. Zvětšení plochy píků je 
přímo úměrné přidanému množství standardu. Pro výpočet koncentrace vzorku musíme 





4. PRAKTICKÁ ČÁST 
Úkolem bylo stanovit vnitřní viskozitu roztoků  hyaluronanu sodného o různých 
koncentracích a ověřit molekulovou hmotnost použité frakce HYA pro další 
experimenty. Ve spolupráci s Ing. Kalinou vzorky proměřit i za pomoci metody SEC-
MALLS. 
4.1 Studované látky 
A. Hyaluronan sodný (HYA) 
Tabulka 4.1: Základní charakteristiky zkoumaného hyaluronanu sodného 
Hyaluronan sodný 
Synonyma: 
hyaluronan, kyselina hyaluronová 
Strukturní vzorec: 
 
MW 8-15 kDa 
pH 




≤ 10 CFU / g 
Bakteriální 
endotoxiny 
≤ 0,05 IU / mg 
Proteiny ≤ 0,1% 
Vzhled: 
Bílý krystalický prášek. Zcela rozpustný ve vodě. 
Rychlost rozpouštění je závislá na molekulové 
hmotnosti (MW). Nižší MW, rychlejší 
rozpouštění.  Rozpustný ve směsi alkohol-voda až 
do koncentrace přibližně 50% alkoholu (v 
závislosti na druhu alkoholu a MW ze sodné soli 
kyseliny hyaluronové).  
Uchovávání: 
Skladovat v originálních uzavřených obalech. 
Pokud není použit okamžitě po otevření, vyhnout 
se vysoké vlhkosti a UV záření expozice. 




B. Diklofenak sodný 
Tabulka 4.2: Lékopisné charakteristiky léčivé látky Diclofenacum natricum 
Diclofenacum natricum  (diklofenak sodná sůl) 




Mr 318,13 Strukturní vzorec: 
 
CAS 15307-79-6 
Tt taje při asi 280 °C, za rozkladu 
Vzhled: 
Bílý nebo slabě nažloutlý krystalický slabě 
hygroskopický prášek. Mírně rozpustný ve vodě, 
snadno rozpustný v methanolu, dobře rozpustný v 
ethanolu 96%, těžce rozpustný v acetonu. 
Uchovávání: 












Tabulka 4.3: Lékopisné charakteristiky léčivé látky Ibuprofenum 
Ibuprofenum (ibuprofen) 




Mr 206,28 Strukturní vzorec: 
 
CAS 15687-27-1 
Tt 75 °C až 78 °C 
Vzhled: 
Bílý krystalický prášek nebo bezbarvé krystaly. Je 
prakticky nerozpustný ve vodě, snadno rozpustný 
v acetonu, v etheru, v methanolu a v 
dichlormethanu. Rozpouští se ve zředěných 
roztocích alkalických hydroxidů a uhličitanů. 
Uchovávání: 
V dobře uzavřených obalech 
Nečistoty: 
 kyselina 2-(3-isobutylfenyl)propionová, 
 kyselina 2-(4-butylfenyl)propionová, 
 2-(4-isobutylfenyl)propionamid, 






Theofylin se často při měření prostupu látek kůží používá jako vhodný standard. 
Tabulka 4.4: Lékopisné charakteristiky léčivé látky Theofyllinum 
Theofyllinum (theofylin) 




Mr 180,17 Strukturní vzorec: 
 
CAS 58-55-9 
Tt 270 až 274 °C; stanoví se po vysušení při 100 až 105 °C 
Vzhled: 
Bílý krystalický prášek. Je těžce rozpustný ve vodě a mírně 
rozpustný v ethanolu. Rozpouští se v roztocích alkalických 





Tabulka 4.5: Lékopisné charakteristiky léčivé látky Ketoprofenum 
Ketoprofenum (ketoprofen) 




Mr 254,28 Strukturní vzorec: 
 
CAS 22071-15-4 
Tt 94 °C až 97 °C 
Vzhled: 
Bílý nebo téměř bílý krystalický prášek. Je prakticky 
nerozpustný ve vodě, snadno rozpustný v acetonu, v 
lihu 96% a v dichlormethanu. 
Uchovávání: 




4.2 Přístrojové vybavení 
 Viskozimetr Anton Paar – Density Meter DMA4500 (Rofa Praha s.r.o) 
číslo kapiláry – 12659159, rozměr kapiláry – 1,6 mm 
rozměr kuličky – 1,5 mm, hustota kuličky – 7,85 g/cm3 
 hustoměr laboratorní s autosamplerem – Automated Micro Viskometer 
AMVn 200 – viz. Obrázek 4.1 
 sušárna Binder APT Line 
 analytické váhy Mettler AE163 (váživost 20 g) – viz. Obrázek 4.3 
 analytické váhy Explorer O´Haus (váživost 210 g) – viz. Obrázek 4.2 
 Franzovy cely – PermeGear, USA (viz. Obrázek 4.6) 
 soustava pro vysokoúčinnou kapalinovou chromatografii Agilent Technologies 
1200 Series sestávající z těchto komponent (viz. Obrázek 4.4) 
G1322A – degasser G1311A – quaternary pump 
G1329A – autosampler G1316A – thermostatted column 
G1315D – diode array detector 
 cirkulační vodní lázeň – viz. Obrázek 4.5 
 magnetické míchadlo RO vícemístné 
 pH metr Inolab Level 2 
 ultrazvuková lázeň (ETA) – Kraintek s.r.o., Slovenská republika 
 
Obrázek 4.1: Laboratorní 
viskozimetr a hustoměr 
 
Obrázek 4.2: Analytické váhy 
Explorer O´Haus 
 
Obrázek 4.3: Analytické 
váhy Mettler AE 163 
 
Obrázek 4.4: HPLC Agilent 
Technologies 1200 
 
Obrázek 4.5: Vodní lázeň a sestavení 
pokusu 
 





Dále byly použity: 
Váženky, injekční stříkačky 1 ml a jehly, odměrná baňka, odměrný válec, kopistka, 
třenka, těrka, kádinky, vialky, pipety, mikrozkumavky eppendorf, parafilm. 
Prasečí kůže (Sus scrofa f. domestica) z vnější části ucha (dodavatel Steinhauser, spol. s 
r.o.) 
Software ChemStation, Microsoft Office Excel 2010, Microsoft Office Word 2010. 
4.3 Chemikálie 
Pevné látky  
 Dusičnan sodný – výrobce Sigma Aldrich, atest 0237/4001/583 
 Chlorid sodný p.a. – výrobce Penta 
 Chlorid draselný – výrobce Penta, atest 0475/0403/517 
 Dodekahydrát hydrogenfosforečnanu sodného – výrobce Lachema 
 Dihydrogenfosforečnan draselný – výrobce Lachema 
 Standard theofylinu – šarže A020204, atest 0182/0702/517, RNDr. Jan Kulich  
 Standard sodné soli diklofenaku – Ústav technologie léků FaF VFU Brno 
 Standard ibuprofenu – výrobce Sigma Aldrich, šarže I010203, atest 
0330/0402/518 
 Hyaluronan sodný – výrobce Contipro Pharma a.s. 
Rozpouštědla 
 deionizovaná ultračištěná voda (Millipore Milli-Q®) 
 voda, Chromasolv® Plus, for HPLC – výrobce SigmaAldrich 
 Methanol G Chromasolv for gradient elution, ACS – výrobce SigmaAldrich 
 Acetonitril, Chromasolv® Plus, for HPLC – výrobce SigmaAldrich   
Roztoky pro HPLC 
 Mobilní fáze pro HPLC analýzu diclofenacum natricum: methanol/voda 
(isokratická 
 eluce, 75:25) 
 Mobilní fáze 1 promývací: acetonitril/voda (gradientová eluce, 100:0 až 15:85) 




4.4 Vlastní provedení 
Měření hustoty a viskozity probíhalo na FCH VUT Brno a prostupy na FaF VFU Brno. 
4.4.1 Příprava roztoku NaNO3 
Pro experiment je třeba mít 100 ml 0,2M roztok NaNO3 (Mr=84,99 g/mol). Výpočet 












Bylo naváženo 1,699 g NaNO3 a následně rozpuštěno v deionizované ultračištěné vodě. 
Následně byl roztok převeden do odměrné baňky a doplněn po rysku.  
4.4.2 Příprava koncentrační řady roztoků hyaluronanu 
Pro měření hustoty a dynamické viskozity a pro další pokusy bylo potřeba připravit 
koncentrační řadu roztoků hyaluronanu (0,5%; 0,75%, 1%; 1,25%; 1,5%; 1,75%; 2% 
a 2,5%). 
Nejprve byla zvážena prázdná váženka (m0=12,044 g). Poté bylo naváženo 
0,212 g HYA, převedeno z váženky na sklíčko a sušeno v sušárně při 86 °C po dobu 
25 min. Váženka byla zvážena (m1=12,053 g). Na vážence tedy zůstalo 0,009 g HYA. 
Opatrně byla postupně přidávána (vrstvena) HYA do deionizované ultračištěné 
vody. K roztoku HYA (0,201 g) v 10 ml deionizované ultračištěné vody, který se 
22 hod míchal, bylo přidáno 10 ml 0,2M NaNO3. Tato směs se míchala 1 hod 
na magnetickém míchadle. Tímto postupem byl připraven 1% roztok HYA 
v deionizované ultračištěné vodě a NaNO3. Z tohoto roztoku byly připraveny 
koncentrace 0,5% a 0,75%. Stejným způsobem byl připraven 1% roztok HYA 
v deionizované ultračištěné vodě a NaNO3. Z tohoto roztoku byly připraveny 
koncentrace 1,25%; 1,5%; 1,75% a 2%. 
4.4.3 Příprava fosforečnanového pufru 
Bylo naváženo 8,2 g NaCl, 2,9 g Na2HPO4∙12 H2O, 0,2 g KH2PO4 a 0,2 g KCl. 
Chemikálie byly rozpuštěny v čištěné vodě. Objem byl doplněn po rysku na žádaný 
objem 1 litr. Pomocí pH metru Level 2 bylo změřeno pH 7,4. 
Tabulka 4.6: Složení fosforečnanového pufru s pH 7,4 
 
Látka Množství (g) 
NaCl 8,2 





4.4.4 Příprava roztoků pro kalibrační křivky 
A. Theofylin 
Pro kalibrační křivku bylo naváženo 0,01; 0,02; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6 
a 0,8 mg theofylinu. Ke každé navážce bylo přidáno 1 ml pufru a bylo připraveno 
10 roztoků theofylinu v pufru o koncentracích 10, 20, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600 
a 800 μg/ml. 
B. Diklofenak 
Pro kalibrační křivku bylo naváženo 1, 2, 3, 4 a 6 mg diklofenaku. Ke každé navážce 
bylo přidáno 1 ml pufru a bylo připraveno 5 roztoků diklofenaku v pufru 
o koncentracích 1, 2, 3, 4 a 6 mg/ml. Tyto roztoky byly poté 1000x naředěny na finální 
koncentraci 1, 2, 3, 4 a 6 μg/ml. 
C. Ibuprofen 
Pro kalibrační křivku bylo naváženo 2, 4, 6, 8 a 10 mg ibuprofenu. Ke každé navážce 
bylo přidáno 1 ml pufru a bylo připraveno 5 roztoků ibuprofenu v pufru o koncentracích 
2, 4, 6, 8 a 10 mg/ml. Tyto roztoky byly poté 1000x naředěny na finální koncentraci 2, 
4, 6, 8 a 10 μg/ml. 
4.4.5 Postup práce 
Měření hustoty a dynamické viskozity 
Po přípravě koncentrační řady byly vzorky dány na míchačku a míchány po dobu 
30 min. Poté byly přefiltrovány přes filtr s velikostí pórů 0,45 μm k odstranění 
případných nečistot ve vzorku a následně byly umístěny na 20 min do odstředivky. 
Po odstředění byla u všech vzorků nejprve změřena dvakrát jejich hustota. 
Do hustoměru byl vzorek dávkován pomocí injekční stříkačky. 
Po získání viskozitní hodnoty všech vzorků byla postupně zadávána do přístroje 
k měření viskozity. Zde byl vzorek opět dávkován injekční stříkačkou do kapiláry, která 
obsahovala ocelovou kuličku. Kapilára byla následně uzavřena z obou stran a vložena 
do nástavce pro kapiláru. Viskozita byla u všech vzorků měřena v úhlu 50° a 70°. 
Získané hodnoty byly následně vypočítány v programu MS Excel pomocí 
Rovnic č. 6 – 9. Všechny výpočty viskozit jsou uvedeny v Tabulce 4.10 a Tabulce 4.11. 
Měření prostupu léčivých látek přes biologickou membránu 
Všechny experimenty in vitro byly prováděny za použití Franzovy difúzní cely. 
Do donorové části o objemu 1 ml a povrchu 63,585 mm2 byl aplikován vzorek. 
Receptorová část o objemu 5,2 ml, obsahující fosforečnanový pufr s pH 7,4, byla 
temperována na teplotu 37 ± 0,5 °C za použití cirkulační vodní lázně a neustále míchána 
za použití magnetické míchačky (800 rpm). 
 43 
 
Jako modelová membrána byla použita prasečí kůže, která byla uchovávána při 
teplotě −18 °C a před každým experimentem byla pozvolna rozmražena při laboratorní 
teplotě. Velikost použitých kůží byla cca 1,5 cm2. Po rozmražení byly kůže zafixovány 
mezi akceptorovou a donorovou část difuzní cely. Kůže a receptorová fáze byly 
ponechány v kontaktu 30 min před vlastním experimentem. 
Theofylin byl použit jako standard prostupu přes biologickou membránu prasečí 
kůži. Na kůži byly naneseny vzorky a donorová část byla překryta parafilmem tak, aby 
se předešlo nežádoucímu vypařování rozpouštědla. 
Z receptorové fáze byly v časových intervalech 30, 60, 90 a 180 min odebírány 
vzorky injekční stříkačkou o objemu 1 ml. Následně byl vždy doplněn pufr 
do akceptorové části až po rysku. Vzorky z injekční stříkačky byly přeneseny do vialek. 
Následně byla provedena kvalitativní analýza vzorků na HPLC. 
4.4.6 Soustava pro HPLC 
 C18 kolona Zorbax Eclipse XDB (3,5 mm x 150 mm; 5 μm; 80 Å) − Agilent 
 Mobilní fáze: směs methanol:voda (75:25 v/v) 
 Detektor diodového pole (260 nm – theofylin, 280 nm – diklofenak, 225 nm – 
ibuprofen) 
 Teplota: 24 °C 
 Migrační čas: do 10 min 
 Nástřik: 10 μl  




4.4.7 Výsledky měření hustoty a dynamické viskozity 
Tabulka 4.7: Hodnoty hustoty vzorků HYA a čistého NaNO3 
 
Hustota ρ [g/cm3] 
koncentrace vzorku 
HYA (8-15 kDa) 
1. měření 2. měření průměr 
0,5 % 5 g/l 1,00765 1,00758 1,00762 
0,75 % 7,5 g/l 1,00731 1,00725 1,00728 
1 % 10 g/l 1,00710 1,00708 1,00709 
1,25 % 12,5 g/l 1,00134 1,00135 1,00135 
1,5 % 15 g/l 1,00906 1,00904 1,00905 
1,75 % 17,5 g/l 1,01010 1,01009 1,01010 
2 % 20 g/l 1,01731 1,01719 1,01725 
2,5 % 25 g/l 1,01343 1,01341 1,01342 
prostředí NaNO3 1,10478 1,10482 1,10480 
 
Tabulka 4.8: Hodnoty dynamické viskozity při úhlu 50° 
 
50° 
koncentrace vzorku HYA (8-15 kDa) η [mPa.s] t [s] odchylka [%] 
0,5 % 5 g/l 1,0778 14,63 0,01 
0,75 % 7,5 g/l 1,1770 15,98 0,00 
1 % 10 g/l 1,2823 17,45 0,01 
1,25 % 12,5 g/l 1,3867 19,07 0,03 
1,5 % 15 g/l 1,4953 20,16 0,02 
1,75 % 17,5 g/l 1,6092 21,57 0,05 
2 % 20 g/l 1,7212 23,12 0,03 
2,5 % 25 g/l 1,9630 26,81 0,00 
prostředí NaNO3 0,8834 12,88 0,01 
 
Tabulka 4.9: Hodnoty dynamické viskozity při úhlu 70° 
 
70° 
koncentrace vzorku HYA (8-15 kDa) η [mPa.s] t [s] odchylka [%] 
0,5 % 5 g/l 1,0819 11,97 0,00 
0,75 % 7,5 g/l 1,1825 12,92 0,01 
1 % 10 g/l 1,2830 14,19 0,00 
1,25 % 12,5 g/l 1,4023 15,49 0,01 
1,5 % 15 g/l 1,4724 16,29 0,01 
1,75 % 17,5 g/l 1,5796 17,48 0,03 
2 % 20 g/l 1,6957 18,78 0,01 
2,5 % 25 g/l 1,9454 21,76 0,00 




Tabulka 4.10: Naměřené a vypočtené hodnoty viskozit pro úhel měření 50° 
  
















0,5 % 5 g/l 1,00762 1,2201 0,2201 0,0440 0,0398 
0,75 % 7,5 g/l 1,00728 1,3324 0,3324 0,0443 0,0383 
1 % 10 g/l 1,00709 1,4516 0,4516 0,0452 0,0373 
1,25 % 12,5 g/l 1,00135 1,5697 0,5697 0,0456 0,0361 
1,5 % 15 g/l 1,00905 1,6927 0,6927 0,0462 0,0351 
1,75 % 17,5 g/l 1,01010 1,8216 0,8216 0,0469 0,0343 
2 % 20 g/l 1,01725 1,9484 0,9484 0,0474 0,0333 
2,5 % 25 g/l 1,01342 2,2221 1,2221 0,0489 0,0319 
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Tabulka 4.11: Naměřené a vypočtené hodnoty viskozit pro úhel měření 70° 
  
















0,5 % 5 g/l 1,00762 1,2189 0,2189 0,04377 0,0396 
0,75 % 7,5 g/l 1,00728 1,3285 0,3285 0,04380 0,0379 
1 % 10 g/l 1,00709 1,4414 0,4414 0,04414 0,0366 
1,25 % 12,5 g/l 1,00135 1,5530 0,5530 0,04424 0,0352 
1,5 % 15 g/l 1,00905 1,6767 0,6767 0,04511 0,0345 
1,75 % 17,5 g/l 1,01010 1,7971 0,7971 0,04555 0,0335 
2 % 20 g/l 1,01725 1,9242 0,9242 0,04621 0,0327 




Graf 4.1: Závislost redukované a inherentní viskozity na koncentraci vzorků při úhlu 50°  
 
 
Graf 4.2: Závislost redukované a inherentní viskozity na koncentraci vzorků při úhlu 70° 
 
 
Vypočtené hodnoty byly graficky znázorněny do Grafu 4.1 a Grafu 4.2. Z rovnic 
přímek lineární regrese (       ) byly odečteny hodnoty a, b. Pomocí těchto 
hodnot byla spočítána limitní viskozitní čísla a Hugginsovy konstanty a hodnoty byly 
zaznamenány do Tabulky 4.12. 
 
y = 0,000246x + 0,042607 
R² = 0,994122 
y = -0,000389x + 0,041224 
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R² = 0,949398 
y = -0,000407x + 0,040877 
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Tabulka 4.12: Limitní viskozitní čísla a Hugginsovy konstanty 
 50° 70° 
viskozita redukovaná inherentní v. redukovaná inherentní 
limitní viskozitní číslo 0,0426 0,0412 0,0423 0,0408 















HK  (11)  
 
Limitní viskozitní číslo vykazuje velmi jednoduchou závislost na objemu 
zaujímaném polymerním klubkem v roztoku, a tím i na molekulové hmotnosti polymeru 
M. Tuto závislost je popsána Mark-Houwink-Sakuradovou rovnicí (Rovnice č. 12).  
  
 KM =][ a , kde aK , ……jsou konstanty (12)  
 
Rovnice platí pro polymer o daném složení a architektuře a dané rozpouštědlo 
a teplotu ve velmi širokém rozmezí molekulových hmotností. V tabulkách byly 
vyhledány hodnoty konstant K=0,0336 a a=0,79 a vypočtena molekulová hmotnost 







 (13)  
 
Tabulka 4.13: Hodnota molekulové hmotnosti stanovená měřením viskozity 
 50° 70° 
Molekulová hmotnost (kDa) 10,120 8,126 8,409 8,040 
 
Pomocí metody SEC-MALLS byly vzorky s koncentrací 0,5%; 0,75%, 1%; 
1,25%; 1,5%; 1,75% HYA změřeny a výsledky jsou uvedeny v Tabulce 10.1 v příloze. 
Průměrná hodnota molekulové hmotnosti zjištěná touto metodou byla stanovena 




4.4.8 Výsledky měření prostupu látek přes biologickou membránu 
Metoda HPLC byla použita ke kvalitativní analýze všech testovaných vzorků. Mobilní 
fáze byla vybrána na základě předchozích zkušeností při testování prostupu theofylinu, 
diklofenaku, ibuprofenu a ketoprofenu. 
Pro detekci a kvantifikaci byl použit detektor diodového pole a absorbance 
theofylinu byla měřena při vlnové délce 270 nm (viz. Obrázek 4.7), absorbance sodné 
soli diklofenaku při vlnové délce 280 nm (viz. Obrázek 4.8), absorbance ibuprofenu při 
vlnové délce 225 nm (viz. Obrázek 4.9) a absorbance ketoprofenu při vlnové délce 
260 nm (viz. Obrázek 4.10) 
 
 
Obrázek 4.7: Absorpční spektrum standardu theofylinu 
 




Obrázek 4.9: Absorpční spektrum standardu ibuprofenu 
 
 
Obrázek 4.10: Absorpční spektrum standardu ketoprofenu 
 
Ke stanovení obsahu léčivých látek ve vzorcích s přídavkem HYA byla využita 
metoda kalibrační křivky vnějšího standardu theofylinu, diklofenaku sodné soli, 
ibuprofenu a ketoprofenu. Kalibrační křivka vyjadřuje lineární závislost v rozsahu 
koncentrací u theofylinu 10 – 800 μg/ml, diklofenaku 1 – 6 μg/ml, u ibuprofenu 2 – 
10 μg/ml a u ketoprofenu 1 – 5 μg/ml. 
Metodou lineární regrese byly získány tyto rovnice kalibračních křivek: 
 theofylin: y=46,784∙x 537,05; R2=0,998 
 diklofenak: y=42,626∙x 1,595; R2=0,996 
 ibuprofen: y=63,684∙x 11,632; R2=0,994 












































y = 46,784x + 537,05 
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Z rovnic kalibračních křivek byly z jednotlivých měření zjištěny koncentrace 
theofylinu, diklofenaku, ibuprofenu a ketoprofenu s přídavkem různých koncentrací 
HYA po prostupu kůží po 30, 60, 90 a 180 min a zaznamenány do Tabulky 10.2, která 
je součástí přílohy této práce. Léčivé látky byly pro srovnání měřeny i bez přídavku 
HYA, jen v pufru a propylenglykolu (PG). Naměřená data byla pro přehlednost 
zpracována do Grafu 4.7 – Grafu 4.10 vyjadřující koncentraci léčivé látky v závislosti 
na čase, která prošla přes kožní bariéru. 
 







y = 131,900x - 12,180 
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Graf 4.8: Závislost prostupu diklofenaku na čase s různou koncentrací a bez přídavku HYA 
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Cílem této diplomové práce bylo metodou in vitro zhodnotit prostup vybraných 
léčivých látek přes modelovou biologickou membránu v závislosti na čase. Bylo třeba 
stanovit, zda je nějakým způsobem prostup léčivých látek ovlivněn při použití různých 
koncentrací roztoku HYA. Standardem pro penetraci látek přes kůži byl zvolen 
theofylin. Testovanými léčivými látkami ze skupiny NSAIDs byla sodná sůl 
diklofenaku, ibuprofen a ketoprofen. 
Aplikací topických forem lze dosáhnout snížení nežádoucích účinků, které tyto 
látky způsobují po p.o. podání, především se jedná o zvýšenou tvorbu vředů žaludeční 
sliznice, krvácivost a akutní zhoršení renálních funkcí. Bohužel jen omezené množství 
léčiv je schopno projít přes kůži v dostatečném množství k dosažení požadované 
terapeutické koncentrace. Příčinou je omezeně propustná kožní bariéra ve stratum 
corneum, proto je výhodné využít akceleranty transdermální penetrace. Potenciální 
akceleranty transdermální penetrace jsou dnes předmětem mnoha výzkumných prací 
po celém světě. 
Pro experiment prostupu biologickou membránou bylo vhodné použít frakci HYA 
s molekulární hmotností přibližně 8–10 kDa. Proto bylo nezbytné nejprve změřit 
hodnoty vnitřní viskozity a stanovit limitní viskozitní čísla. S použitím Mark-Houwink-
Sakuradovy rovnice (Rovnice 12) byla spočítána molekulární hmotnost použitého 
hyaluronanu. Došlo k ověření, že výrobcem uváděná hodnota 8–15 kDa je v pořádku. 
Pro ještě lepší ověření byla použita i metoda SEC-MALLS. 
K in vitro hodnocení prostupu léčiva přes prasečí kůži byly využity Franzovy 
difúzní cely. Vzorky byly odebírány v čase 30, 60, 90 a 180 min od nanesení 
testovaného přípravku na kůži. Ke kvalitativní analýze všech vzorků studovaných látek 
byla použita metoda HPLC, jejíž podmínky byly zoptimalizovány v rámci jiných prací 
či dosavadních experimentů na ÚCHL FaF VFU Brno. Ze získaných chromatogramů 
testovaných látek byly odečteny hodnoty AUC a pomocí regresních rovnic kalibračních 
křivek byly přepočítány koncentrace látek v jednotlivých vzorcích a zpracovány 
do tabulek (v příloze Tabulka 10.2) a grafů (Graf 4.7 – Graf 4.10). 
U theofylinu, diklofenaku a ibuprofenu nejlépe prostupovaly vzorky s nejnižšími 
koncentracemi. Nejvyšší koncentrace látek ve vzorku byly dle předpokladu až po 
180 minutách od začátku experimentu. Koncentrace ibuprofenu byly v podstatě 
konstantní u všech ředění HYA a i v čase prakticky neměnné. 
Všechny měřené vzorky bez přídavku HYA vykazovaly větší koncentrace než 
směsi látek s HYA. Tím lze konstatovat, že HYA nikterak pozitivně prostup 
sledovaných látek neurychloval a neplnil tedy předpokládanou funkci urychlovače 
transdermální absorpce. Je možné, že HYA jako látka s větší molekulovou hmotností a 





Tato práce byla zaměřena na hodnocení prostupu léčiv ze skupiny nesteroidních 
antiflogistik přes biologickou membránu v závislosti na čase metodou in vitro. Úkolem 
bylo sledovat a zhodnotit vliv HYA o molekulové hmotnosti 8–15 kDa jako případného 
potenciálního akcelerantu transdermální penetrace theofylinu, sodné soli diklofenaku, 
ibuprofenu a ketoprofenu. Theofylin nepatří mezi nesteroidní antiflogistika, nicméně 
byl v experimentu použit pro své výborné penetrační schopnosti, aby bylo možno lépe 
zhodnotit případný vliv HYA ve vzorcích. 
V jednotlivých vzorcích byl obsažen roztok HYA o koncentracích 0,5% – 2,5%. 
Pro srovnání byly vždy měřeny i vzorky bez přídavku HYA. Pro měření penetrace látek 
byly použity Franzovy cely. Pro in vitro testování byla jako modelová membrána 
použita kůže získaná z vnější části ucha prasete. Pro kvantitativní analýzu všech vzorků 
byla použita metoda vysokoúčinné kapalinové chromatografie (HPLC). 
Bylo zjištěno, že u roztoků HYA o koncentracích 0,5%; 0,75% a 1% dochází 
k mírnému pozitivnímu ovlivnění prostupu především diklofenaku a ketoprofenu.  
Závěrem lze konstatovat, že u použité frakce HYA nelze předpokládat funkci 
potenciálního urychlovače transdermální penetrace. 
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8. SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
2-HPCD 2-hydroxypropyl-β-cyklodextrin 
AUC area under curve (plocha pod křivkou) 
CAS Chemical Abstracts Service – jednoznačný numerický identifikátor, 
používaný v chemii pro označení chemické látky 
COX enzym cyklooxygenáza 
ČL 2009 Český lékopis 2009 
DAD diode array detector (detektor diodového pole) 
DMSO Dimethylsulfoxid 
GC plynová chromatografie 
GIT gastrointestinální trakt 
HA hyaluronan acid – molekula hyaluronanu 
HPLC high performance liquid chromatography (vysokoúčinná kapalinová 
chromatografie) 
LC kapalinová chromatografie 
MF mobilní fáze 
Mr, MW molekulová hmotnost 
NP chromatografie s normálními fázemi 
NSAIDs nonsteroidal antiinflammatory drugs = nesteroidní protizánětlivě působící 
látky 
OECD Organizace pro hospodářskou spolupráci a rozvoj 
PC papírová chromatografie 
PG propylenglykol 
RP chromatografie s obrácenými fázemi 
SF stacionární fáze 
TLC tenkovrstevná chromatografie 
VFU Veterinární a farmaceutická univerzita Brno 
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Graf 10.1: Závislost molární hmotnosti [g/mol] na čase [min] 
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Tabulka 10.2: Hodnoty AUC a koncentrace měřených vzorků po prostupu membránou 
